



























































としての機能を考えると、第 1ì~:IS でぶしたGroEi}，え少に1l う熱ショック蛋j'j
























































































































































rpoH遺伝子はPl、問、 P4、P5と呼ばれる 4つのプロモータ ーを持っている
が、例えばP3プロモーターは500Cという致死的温度で活性化されたり、 P5
プロモーターは桁地中のグルコースの欠乏や、エタノールの添加により活









































































る(Georgopouloset al.， 1972; Takano et al.， 1972; Georgopoulos et al.， 
1973; Zweig et al.， 1973)。
2、groEi.民Jit感受性変J14朱で、は31ミ許容漏j支でDNAとRNAの合成が阻害さ
れる(Wadaet al.， 1984)。
3 、 lliJ化ll~groEの ifJj発現がdnaA (DNA複製開始蜜白質をコードする遺伝
子)、 secA、secY(ともに分泌装置をコードする造伝子)変異株の温
度感受性をサプレスする(Fayetet al.， 1986; Jenkins et al.， 1986; Van Dyk 
et al.， 1989)。
4 、 groE必29U朱の ll~U度感受性がlpoA (RNAポリメラーゼのαサブユニツ
トをコードする逃伝子)，1に起こった変異によりサプレスされる
(Wada et al.， 1987)。
5、groI3公災株で、は災'j;?蛋1'質の分解がj座れる(Strauset al.， 1988)。
6、ssb(1本釘itfj介蛋白質をコードするig;伝二日変災株の温度感受性が
groELrllに起こった変異によりサプレスされる(Rubenet al.， 1988; 
b 
n 
Laine et al.， 1992)。
7、groE:変呉株11ではUmuC(UV変呉誘発に必2とされる蛋(1質)が不
安定になる(Donnellyet al.， 1989; Donnelly et al.， 1992)0 























である(Strauset al.， 1990)。最近DnaK、DnaJ、 GrpE蜜i士l質はσ32と結合する
ことが示された(Gameret al.， 1992)。また精製したDnaKはσ32と結合するが、
σ32が安定化しているdnaK変異株から精製された「変異を持つDnaKJは結















































































に /J'すように 2 つの IIJ能性がで、てくる。もし災';;~.ili 1~11lJ:・が熱ショック応答
それはσ32の介j点J誘導と安定化を同時のjbi-初のシグナルとなっているなら、
に引き起こさなければならない。
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pBIOaは lticpili-μ r と lacUV5フ。ロモータ ーを J守ち ( 1~12 )、大腸菌内でプ
ロモータード流に}tfi入された泣伝子の発別を以:地'1'のイソプロピル チーオ-s
-ガラクトシド(IPTG)の波皮により制節できる。pOFI2はpBR322のEcoRI






Strain or plasmid 










lpsL150 relA flbB5301 





ori(pMB 1) bla tel 
ori(pMB 1) bla laclq PlacUV5 
Source or reference 
(Casadaban， 1976) 





pOF12 ori(pMB 1) bla tet groESgroEL (Fayet etal.， 1986) 
pKV1561 pB IOa P lacUV5-groESgroEL This study 
pKV1618 pOF12 i1groE68::tet This study 
pNRK416 pB IOa PlacUV5-dnaK N. Kusukawa 





はrpolIと lacZ.泣イム~ Jこ間の融合オペロンを持つ入ファージである(Nagaiet aI.， 
1990)。倣介オペロンの転写調節はrpoHとIJjじだが、制訳訪日節は異なる
(Nagai etal.， 1991)。
1 M NaOH 1.7 ml 
寒天培地として川いるfl.):には1.2%となるように寒天を加えた。
Plファージを)1Jいた形??導.入の笑験には上層寒天としてP桁地を使った。




















MEイ子j点桁j也(1リットル pH 7.4) 
，.. MgS04 0.2 g 
Citric acid 2g 
K2HP04 10 g 
NaNH4HP04 3.5 g 
L-Jit地(1リットル pH 7.4) 








712質導入 )1~1;1 導入にはP1 フアージを使った o Plフアージは大腸山内



















I~U の iMIltl は桁益訟を少量分取し、 OU・64 spectrophotometer(Beckman)を使
い溺皮 (1政光位、 A600) を測定した。
ウエスタンプロッティング 菌を冷却した1iJ・M.の10%トリクロロ酢限
(TCA)と出介し、氷11に15分ijil自民した。 ji心してアセトンで2回洗い、















Immunostaining HRP Kit IS・50B(Konica1'J) もしくはECLWestern blotling 
detection reagents(Amersham)で、行った。定:Li-にはBiomeddensitometer 2・D





を波した。 ONaseIとRNaseAの悦合液(各 1mg/ml)を1μ!と10% NP40を2μl
加え、)j('1 1 に 30うわ1泊~ii"i. した o J;氏ぷを15mgとO'Farre1lysis bufferを30μ1)1え
て、以京を浴かした後、 20・30μiを泳動し、妓りは-200Cで凍結仇げがした。
l次元1はpH5・7もしくはplI3・10の範11で、 2次元1は13%のゲル波j立で
























































n n て入れ、 ~l~質転換を行った。 37 0C 、 L-J者地、 I PTG存在下でテトラサイクリ

































1tl~築の下111ri は本)'(111 で述べた。|刻述する jiI伝子、プロモータ一、制限酵
ぷi¥IS付:を必;JI'，Jしたため、それぞれの大きさは'1:体ではないo Eσ32、Ecr70
はそれぞれσ32、 σ70依イヂ性のプロモーターをぶす。 111リ IR~rf1-栄吉ISイ立は l も




KY1 880株の増殖はIPTG泌}~と jLAjitに依存する 敏初のJUHぷとはYGなり、
KY1880株は増殖は少し怒くなるが、 370C以下でIPTGを合まない介成府地
で i~7~I~i可能であった。し かし42 0Cでの j竹舶は培地rl' の IPTG淡1Stに仏イl して
いた(図3)0 37 oC定常状態でj告別している閣のi的idili紋を|刈 4、Aに/J之
す。 IPTGが20μM以上の泌皮で培地" ， に合まれていると、 i巴;1~lfl(述1Stは!日1' /.1=.
株 とほと んど変わらなかった。 IPTGを合まない培地では収納迷j支が起くな
り、ダブリ ングタイム(泌皮が2併になるのに要するIlS:11) にして約1.2似
長くなった。またGroELをウエスタンプロッティングにより定:ill:すると、











IPTG非存在下)場介を比蚊することにより、 GroEの減少がイI~，I 々の蛍1' 11'1の
代謝に及ぼす彩科を制べた。
♀j 
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の時間を示す。 O、野生株(MC4100)IPTGなし;・、野生株(MC4100)IPTG 80μM;ム、 KY1880IPTGなし;A.、
KY188020μM;口、 KY188040μM;・、KY188060μM;十、 KY188080μM
B、Aの条件で増殖させた菌のGroEL含量をウエスタンブロッティングにより定量した。 IPTG非存伝下で増殖させ





1の量が再現性よく後化していた。|ヌ16に示したゲルのpHの~iîfU~ は 5 ・ 7 で
一斉ISの塩基性の蛍l'!質がゲル上に現れていないo pH の純IJ1を3-10に広げて
|与現性よく顕著な変化を示すものは 1~16 の'1'の 13個のも泳動を行ったが、
(未発表データ) 0 131問の蛋(1質のうち 8例の ;11・が1~初日しており、のだった
5イ同が減少していた。野生株(MC4100)をIPTG存在下(40μM)、非存在下で
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チオニ ン を加 えて、 30秒、 2 、 4 、 8 、 16分後に 12i を分J I~ し 、 そ の全蛍
1114・を 2次元ゲ、ル'lG気泳lijJによりゲル 1~に以!?目 した。チェイス30秒 と 16























































させた野生林の介成述j支もしくは含量を lとし、 2li (DnaK合成速j支)
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(Straus et a1.， 1990)、細胞内でこれらの蛋白質がσ32と紡令していることが示
HorwichらによりgroE遺伝子の熱感受性変異株を用いてGroEが細胞最近、

























た益 I~ I 質が蓄積し、 それらにより熱ショック蛋白質の令成が誘導されると
いうものである。折り丑みが正常に進まない変異蜜Il質を合成させたり、
アミノ椴アナログを取り込ませたりして異常蛋白質が細胞内に蓄積すると、
熱ショック蛋円質の合成が誘導されることがわかっているのofet al.， 1985; 
Parsel1 et a1.， 1989)のでこの可能性は十分あり得る。 しかし上述したよ うに
Horwichらの尖験ではk:l胞内に異常蛋白質が蓄積しているにも関わらず、熱

































法伝子産物であっ t:.0 これらの逃伝子はグルコース分解経路の lつである
エントナー.ドゥドロフ経路 (ED経路) の2つの防;索をコードしている
















とが示唆されており(Reehet a1.， 1979; Kitakawa et a1.， 1980)、GroEがリ ボソ
ームの会合に関与している可能性がある。また修釘Iiに関与している蛋白質
G が細胞|什で正常に折り畳まれるためにGroEを必要としていることも考えら (¥ 
れる。
今後のF，*J組 本側先では正常な折り畳みにGroEを必要とする蛋白質を




































































































































































































































































熱ショック蛍1' 1質の令成誘導の機構も平行して ，ÜI~べることにした。培地 rll
のrPTGによりflJlJ御可能なlacフ。ロモーター下流にヒトのプロウロキナーゼ遺
伝[-を持つプラスミド(pUK・02pmO)を野生株(MC4100)に取り込ませ、形1
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IPTGを添加する IJij(0 time)をlとし、 2巨|の笑忠実の平均を示した。
ニデタ











~ 10 10 ロ。
.;..l (.) 
ロ N 〉、 て-r')υコ 。
凶ro 
ロ。













0.1 。2 4 6 8 




















































(・)を添加|した 。 B 、 pUK-02pmOを持つ野flj朱(MC4100)~こIPTG を添加|
し、プロウロキナーゼの令成を誘導した(・)00はなにも添加しなかっ
たコントロールを示す。





A 0 _ _ 10 _20 30 40 50 60min 
tyrキ EL-fーキ ι比ξ広行持ご『7V べた。IPTGにより制御可能なプロモーターの下流にdmlK泣伝了ー をi:-.yつプラ
。32p ;叫耕輔働能制品l掛 スミド、(pNR附)削減(MC41山り込ませ、印刷のIPTGの蹴で
十 1ト¥出品 丸山たにJ ムソ品contrOlレ戸---
同?曹亨~，~"'- ~.. ，.ー孟品トr辛子主 、
ンカ jレボン般を)JIえたときのピーク他に泣い速度でDnaKが合成された(図
B 0 'i，10 20 . 30 .40 _?O 60min 21、A)0 DanKは非常1こ安定な蛋白質なので合成述伎の噌加とほの明加は
σ 32... 綿?成，ttJhhr静i'41「合ヰ時14-， ? ラ唖~・完M了M1Zf「ヨ噌7持骨鰹 一致する。この条件下でアゼチジンカルボン酸を加えるとGroELの令成迷17Æ'r~ i~~~ ra;μ4F lZ芳号"1 
~_if;~てギ 』昌 司， l"l ， ~'l'，!'!. '\~~::_ v IJ~，"， .t" ， 
度が低く抑さえられた (1ヌ121、B)。さらにIPTGの泌伎を増やしてDnaK
』約 _ i .1...，...:.・~，内 ' 工ー士Tr~" .，2: .ー~~ Ir'.;、・ .'-.・ー" ~ 下ι一昨 ~ lJ守 i冶
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図20、異常蛋白質令J&:に伴うσ32の合成



























Time 。30 。。o min 
IPTG 。 200 400 800μM 
B 
IPTG (μM) 。 200 400 800 


















の合成を誘導する経路を 19J らかにした。異常蜜白質の令J&:IL~:: には jhAlit シフ
ト時(300C→ 420C)と同じく σ32の*1胞内合長が増加すること、しかしその附

























































して翻訳を問符しているが、 温度シフトと 11可 n~ にftυυ、Jが IJfJ裂して翻訳誘
導が起こると考えられている。 以近ではこの制訳誘導にトランスに働く |大l
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